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偽膜性大腸炎 , 一 部 の 抗生物質関連下痢症 の 原田菌で ある Ch蝕 戒抽 川 =れ〃k 漬(C. 動〝k 混)の 胞子形成に 必須 の ビ タ
ミ ン , ミ ネ ラ ル に つ い て 5菌株を用い て 検討 した . 各 ビタ ミ ン 欠損合成培地を使用す る こ と に よ り 十分 な胞子形成 ･ 発 育に
は , Ca｣ }パ ン トテ ン 酸, ビオ チ ン , ビ リ ドキ シ ソ が 5株全株 に お い て 必須で ある事が 分か っ た . ま た , ビオ チ ン , ビ リ ドキ シ
ソ は特に 胞子形成 に 必要 で あ る こ と が示 唆され た . V PI lO463株 を用 い Ca-D- パ ン ト テ ン 酸 , ビオ テ ン , ビリ ドキ シ ソ 濃度と
胞子形成の 関係を検討 した 結果 , Ca｣ }パ ン トテ ン 酸 , ビオ チ ソ , ビ リ ドキ シ ン ほ各 々1,000, 0.5, 10鵬/1の 時 ‥ 胞子形成 ･ 発







3岬が 5株全株に お い て必 須で










K+ , P O4
3山の 必要濃度に つ い て 検 討 し た 結果 . 各 々 0.1 . 0 .0 01, 0 .5, 5m M の 時 , 胞 子形成 ･ 発育 は 最高値 に 達 し た .
NaH C O3欠損培地に お ける菌 の 発育 は良好であ っ たが , 培養菌液 の pH は著 しく低く (5.8～ 6.2), 胞子形成も悪 か っ た . 即
ち , NaH C O, は培地 pH の 低下を 防 ぐた め に 必 要で あり , NaH C O3濃度 が 40m M 以上 の 時, 培養菌液の pH は6.8以上 を示 し
十分な胞子形成が得 られ た . 被験 5菌株 ほ共 に NaCl濃度が 400m M の 時, 胞子形成 ･ 菌の 発育は共 に 認め られ なか っ た . 以
上 の 結果 ほ , 腸 内細菌叢 と し て 存在す る C. dげJfcfJg は , そ の 胞 子 形成 ･ 発 育 に , 同 じ 腸内細菌叢 と し て 存在す る
Cgo ∫fridf祝 m ♪gげrf乃gg乃∫と ほ ぼ 同種塀 の ビ タ ミ ン , ミ ネ ラ ル を 必 要 と す る こ と を 示 し て い る . ま た , 本菌 の 食塩耐性 は
C わ∫±rfdf祝 m 菌種の 中で ほ比較的弱 い こ とを 示 して い る .
K ey w o rds C. dよメイiciJg, 坤O r 祝Jαfわ乃, りよfα m れ mよ乃 打 αJ, ∫ツ花子んgf c m gd 血椚
C わ∫けfdf㍑ m df〃fcfJe(C. df〃ici∠g) は偽膜性大腸炎, 一 部の
抗生物質関連腸炎の 原因菌である1). 本菌 の 主 病原因子 は 2種
類 の 毒素 , ト キ シ ソ A (エ ソ テ ロ トキ シ ソ) お よ び ト キ シ ソ B
(サ イ ト ト キ シ ソ) で あると 考え られ て い る2).
ヒ ト の C. dげJgc£Jβ 腸炎 に お い て は 腸内フ ロ ー ラ と して 存在
して い る C. 動作 前ね に よ る内国感染が 主 な感染経路 で ある と
考え られ て い るが , 病院 で の 集団 発生で ほ 外国感染が考え られ
て い る8 ト5). 外 国感染 の 場 合! C= 猫〃永見p 腸炎患者糞便か ら の
C. み什 最ゎ に よ る病院環境の 汚染が原因と な る . こ の 場合 , 本
菌は嫌気性胞子形成菌で あるの で 栄養型は大気下 で は 速や か に
死滅す る . しか しな が ら , 菌の 耐久 型で ある胞子 は大気下で も
長期間生存 し , 外国感染 を引き起 こ す3)4).
ヒ ト の C. dげノ∫cfJg 腸炎の 治療に は バ ン コ マ イ シ ソ が 使われ
る が , バ ン コ マ イ シ ソ 投与を 中止 す ると しば しば本腸炎が再発
する8). 再発 の 原因ほ バ ン コ マ イ シ ソ 投与 に よ り C.dげJJcJJe の
栄養型細胞は 死 滅する が , 胞子が 死滅せ ず生存 し, 薬剤の 投与
中止に よ り発芽 ･ 増殖す る こ と に よ ると 考え られ て い る7).
以上 の こ とは C. dげJiciJg の 胞子形成 が C.み什損 ね 腸炎に 重
要な役割を演 じて い る こ とを 示すもの で あ り, そ の 形成条件を
明らか に す る こ と は , C. 乳価 嵩 k 腸炎の 予防 ･ 発症機序解 明
に 連 な恵もの で あ る . 押野8) ほ本菌 の 胞子 形成 ･ 発育 に 必須 の
ア ミ ノ 酸 , 胞子形成を促進す る ア ミ ノ 酸を 明 らか に した .
平成 5年12月 3 日受付, 平成 5年12月24 日受理
A b bre viatio ns: B HI, brain he art infusion; B S M,
本研究 では , C. dげJゴビiJど の 胞 子形成に 必 須の ビ タ ミ ン , ミ ネ
ラ ル に つ い て 検討した . また , NaCIの 発育抑制作 用 に つ い て
も併せ検討 した .
材 料 と 方 法
t . 使用菌株
金沢大学医学部微生物学講座保存の C. dげ/icJJg 有毒株 5菌
株を 用 い た . 即 ち , バ ー ジ ニ ア ポ リ テ ク ニ ッ ク研究所お よ び州
立 大学 , 嫌気性菌研究所 (Virginia Polyte chnic In stiute a nd
State Univ er sity, An a erobe Labor atory) 菌 株 の V PI lO463
株 , 著者の 研究室 で 健康成人 か ら分離 した K Z 1630株 , 抗生 物
質関連下痢症患者か ら分離し た K Z1626, K Z 1 647, K Z 1 748株
を使用 した .
Ⅱ . 培 地
Hasla m ら9)の ア ミ ノ 酸 , ビ タ ミ ン , 蓮池 ら1 0
一
の ミ ネ ラ ル ,
0.2% グル コ ー ス を 含 む 培地 を基礎合成培地 (ba sal synthetic
m ediu m, B S M) と した (表1). た だ し , 押野8)の 成績に 基づ き
プ ロ リ ン 濃度は 0.紬/1 と した .
B S M は以下 の 如く に 作製 した . 1 .25倍渡度の ア ミ ノ 酸 ･ ビ
タ ミ ン ･ グル コ ー ス 溶液の pH を NaO H溶液を用 い て7.4に 調
整 した後 , 10倍濃度の ミ ネ ラ ル 溶液 , 5 % NaH C O3溶液を培地 の
最終容量 の 1/1 0量加 えた ( 培地の 最終 pH ほ約7. 6). 培地 は
basal synthetic mediu m; C. botulin u m, ･Clo stridiu m
botulin um ; C. difficile,
' Clo stridiu m diffiとile; C. perfringe n s, Clo stridiu m perfringe n s; G S-B HI, glu c ose and
SOluble starch-fortified B HI;1･m -B HI, m Odified B HI; O D, OPtic al de n sity at､560･ ･n m; O Dmix , m a Xim al O D
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H Aフ ィ ル タ ー (日 本 ミ リ ポ ア リ ミ テ ッ ド , 東京)に て濾過滅菌
後 , 中試験管 (15×1 60m m) に 1 0ml ず つ 分 注 し た . 気 相 を
H210 %, C O2 10 矧 N280% の 混合ガ ス に 置換 した後 4 ℃に て 保
存 した . 培地 を還元す るた め 置換48時間後 に 使用 した . 胞 子 形
成に 良好な複合培地 と して ブ レ ー ン ハ ー ト イ ン フ ュ ー ジ ョ
ン (br ain he a rt infu去io n, B HI)(B B L M icr obiolog ySystem s,
Co ckeys vi11e. U S A) に Na2H P O. を0. 2% の 割 に 添 加 した 培地
(m odified B HI, m -B HI)
11) を用 い た . 120 ℃1 5分高圧蒸気滅菌後 ,
合成培地 の 場合と同様 , 気相を混合 ガ ス に 置換 し4 ℃に て保存
した .
総 菌数 , 胞子 数の 測定に は0.8%グ ル コ ー ス , 1.0%可溶性デ
ン プ ソ ( 和光, 大阪)▲ 0. 05% シ ス テ イ ン 一 塩 酸塩 , 1 .3% 寒天加
B HI(日 水 , 東 京) (glu c o s e a nd s oluble star ch-fortified B HI,
G S-B HI) 培地12)を 用 い た .
Ⅲ . 植菌お よ び培養
B S M 16時間培養液 の 10~3 希釈液 0･1mlを 10叫 の 被験培地
に 植薗 した (栄養塾細胞数よ 10ソml, 胞子 数 , < 1/血). 希釈 よ
植菌は全て 上 述 の 混合 ガ ス 噴射下 で 行 い , 同ガ ス 存 在下 で37 ℃
で 培養 した . 5 日間培養後 , 胞子数を測定 した .
Ⅳ . 菌の増殖 の測定
菌 の 増殖の 測定 は島津 ボ シ ュ ロ ム ス ペ ク ト ロ ニ ッ ク 20 A
(島津, 京都) を 用 い , 波 長 560n m の 吸光度(optic al de n sity
at 560n m, OD) を 測定す る こ と に よ り行 っ た .
Ⅴ . 胞子数の 測定
胞子数の 測定は , 0.1% タ ウ ロ∵ コ ー ル 酸 ナ ト リ ウ ム (G R, ナ
カ ラ イ テ ス ク , 京都) 添加G S-B HI培地 を用い 混釈培養法 に よ
り行 っ た (タ ウ ロ コ ー ル 酸 ソ ー ダ法)
13)
. 培養菌液を70℃10分加
熱後 , 0.05% シ ス テ イ ソ 一 塩酸塩加 B HI(日 水)で 川 倍段階希釈
を行 い , そ の 0.1ml を直径 90m m の ベ ト リ皿 に 注入 し, 56 ℃に
保温 した0.1% タ ウ ロ コ ー ル 酸 ナ ト リ ウ ム 添 加 G S-B HI培地
20ml を加え 混和 した . 圃化後3 7 ℃に て 2 日間嫌気 ジ ャ ー を 用
い 嫌気培養を行 っ た . 培養 後成育 した コ ロ ニ ー 数を 数える こ と
に よ り培養液 1mI 当た り の 胞子 数を 算出した .
成 績
Ⅰ . ビ タ ミ ン
1 . 胞子 形成 に 必 須 の ビ タ ミ ソ
ビ タ ミ ン 1種輯 の み を欠損 した B S Mに お ける胞子形成 ･ 菌
の 発育を 各菌株 に つ い て 検討 し, C . dげJfcfJe の 胞 子形成 に 必
須 の ビ タ ミ ン を 求め た . 各 ビタ ミ ン 欠損培地に お い て 形成され
る胞子数が B S Mに お ける胞子数に 比 べ , 1 0~1倍 以下 の 時 , そ
の ビタ ミ ソ を 胞子 形成に 必 須の ビタ ミ ン と判定 した . また 菌の
発育を培養期間中の 最高 O D値(m a xim al O D, O Dm L X)で比較 し
た (表2 ).
使用菌株 は m -B HI で は 1 0
6･3 ､ TL2/ml, B S M で は 105･2 ､ 6 4/mlの
胞子を 形成 した .
Ca-D-パ ン ト テ ン 酸欠損 B S Mに お い て は , 菌の 発育 は い ず
れ の 菌株に つ い て も肉眼的に ほ認め る こ とが 出来な か っ た . 胞
子数も V PI lO463株 では 全く認め られ ず , 他の 4株に お い て も
100･8 ～ 102･ソml検出され た に す ぎな か っ た .
ビオ チ ン 欠損 B S Mに お ける O Dm L Xは0 .12～ 0 .1 6 であ り ,
BS M(O D. m x ,0,71～ 0.75) の 約1/5程度 に 認め られ た が , 胞 子
形成は極 め て悪く , 2株 (K Z 1 647, K Z 1748)を 除き , BS Mの
10~4 以 下に すぎな か っ た .
ビ リ ドキ シ ソ 欠 損培地 に おけ る O Dm . xほ0.21～ 0.27 を 示 し,
発育の 良好な 菌株 で ほ B SM の 1/3程度であ り , か な り 良好
であちた . しか しなが ら, 胞子形成 ほ B S Mに 比 べ 不 良で あり
10■0-8(K Z 1647株)～ 1 0~3･8(V PI lO463株) に すぎな か っ た .
Table l. Co mpo sitio n of ba s alsynthetic m ediu m(BS M)
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A llamin o a cids e xceptfo r cystein e(Ka nto C he mic al, Tokyo)a nd all vita min s e x c eptforbiotin
(Sigm a, St. Lo uis, U S A) w e repurchased fr o m W ako, Os aka･
C パ 肛柾 砲 の 胞子形成 と栄養素
他の 6種 の ビ タ ミ ソ に つ い て は 胞 子形成 ･ 菌 の 発 育共 に
B S M と同程度 で あ っ た . な お , い ずれ の 培養に お い て も培養
5 日目の pH は ほぼ等 しく7.1～ 7.3 であ っ た .
以上 の 結 果, 胞子形成 に 必 須の ビ タ ミ ン ほ Ca-D- パ ン トテ ン
酸 , ビオ テ ン , ビ リ ドキ シ ソ で あ り, これ らほ 同時に 菌の 発育
に 必須の ど タ ミ ン で ある こ と が 分 っ た .
2 . 胞子 形成 に 必 須 の ビ タ ミ ン の 濃度
V PI lO463株を 用 い ‥ 胞子形成 に 必 須 の Ca-DLパ ン ト テ ン 酸 ,
ビオ チ ン , ビ リ ドキ シ ソ の 必 要濃度に つ い て検討 した .
前培養に は Ca-D-パ ン トテ ン 酸 お よ び ビオ テ ン の 場 合に は
B S M, ビ リ ドキ シ ソ の 場合に ほ ビ リ ドキ シ ソ 濃度が 1恥g/1 の
B SM を用 い た .
い ずれ の ビ タ ミ ン の 場合に も胞子形成お よ び菌 の 発育は濃度
依存性 に 増加 した が , 胞子 数の 増加に 必要な濃度 の 1/10の 低
濃度 の ビ タ ミ ソ 濃度に お い て , 既に 菌の 発育の 増加が認め られ
た . また 十分な胞子形成 に 要す る量と十分な菌 の 発育に 必 要な
量と は等 しか っ た .
Ca-D-パ ン ト テ ン 酸 の 場 合 , 胞 子 形成 ･ 菌の 発 育ほ 各 々 ,
50J唱/1, 1/唱/l 以上 の 時上昇 し , 1,000J唱/1 の 時最高値 に 達 した
(図1).
ビ オ チ ソ の 場 合 , 胞 子 形成 ･ 菌 の 発 育 は 各 々 , 0.1JJg/1,
0.0レ唱/1以上 の 時上 昇 し , 0.5/Jg/1 の 時最高値に達 した .
ビリ ドキ シ ソ の 場合, 胞子形成 ･ 菌の 発 育は 各 々 , 0.5〃g/l,
0.05〃g/1 以上 の 時上 昇 し, 1恥g/l の 時最高値に 達 した .
Ⅱ . ミネ ラル
本合成培地 の 緩衝系は リ ン 酸緩衝系 と炭酸緩衝系であり , 関
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与す る ミ ネ ラ ル は Na2H P O4, K H2P O4, NaH C O3 で ある . 培地の
pH の 変動 は胞子 形成 に 大きく影響する の で 非緩衝系 ミ ネ ラ ル
と緩衝系に 分けて 検討 した . い ずれ の 場合に も , ミ ネ ラ ル 1種
類 の み を 欠損 した B S Mに お け る 胞子形成 ･ 菌 の 発育を 検討
し 仁 胞子 形成 に 必須の ミ ネ ラ ル を 求め た . ビ タ ミ ン の 場合と 同
様, 各 ミ ネ ラ ル 欠損培地 に お け る 胞子数が B S Mに おけ る胞子
数に 比 べ , 10wl 倍以下 の 時 , そ の ミ ネ ラ ル を 胞子形成 に 必 須の
ミ ネ ラル と 判定 した .
1 . 非緩衝系 ミ ネ ラ ル
1) 胞子 形成 に 必須の ミ ネ ラ ル
MgC12 欠損 B S Mに お ける O D,n & Xほ0.17～ 0.21で あり , 菌の
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Fig･1･ Relatio n ship betw e en c o n c e ntratio n of CarDTpantOt-
he n ate(A), biotin(B), Orp yrido xin e(C) and spor ulatio nin
C ･ difficile V PI lO463strain. 0, O Dm & X(the m a xim u m
V alu e of O D560during 5 days of in c ubation); ◎, n u mber of
SpO re SPrOdu c ed.
Table 2. Effect of vita min deletio n o ngr o wth a nd spo rulatio n of C. d炉cile strain s
Growthb) and n u mber of spo res(logl｡/ml)in str ain s
Deleted
vita min a)
V P I lO 46 3 K Z 162 6 KZ 1647 K Z 1630 K Z 1748
Gr o wth Spore Gr o wth Spo re Gr o wth Spore Gr o wth Spo r e Gr o wth Spo re
Ca･D･pantOthe n ate
〔)
0.8 1 .9 0.3 2 .5
B iotin 十 0 .7 + 1.5 十 3 .5 十 1.3 + 3 .5
Pyrido xine I[ 1 .8 十← 3.3 十十 4 .3 I[ 2,5 ≠ 4 .4
0 ther6 vit aminsd) ≠ 5.3 ～ 5 .8 十汁 5.6 ～ 6 .O 朴 5.(卜 5 .6 ≠ 5 .4 ～ 6.1 什 6.1 ～ 6.7
N one ≠ 5 .6 十什 5.7 ≠ 5 .2 1≠ 5.8 什 6 .4
a) Gr o wth a nd spo r ulatio nin e ach vita min ･deleted B S Mw er e e x amin ed.
b) -, n Ovisible gr o wth; +, the m a xim u m v alu e of O D,6｡du ring 5 days of in c ubatio n(O Dn .;lJ ≦0.2; 十 , O.2< O D, ‖2 . ､
≦0.4; ≠, O D｡ ､aX > 0､4.
c) - , n O SpO r e/ml.
d) T hia min e, nic otin a mide, riboflavin, p- amin obe nzoic a cid, folic a cid a nd B12.
Table3･ Effe ct of mineral deletion on gro wth spo rulation of C勿称砲 strains
Deleted
miner ala)
Gr o wthb)and n umber of spores (log一｡/ml)in strains
V P I lO4 63 K Z 1 62 6 K Z 1647 K Z1630 K Z 1748




FeS O4 廿 3.7 ≠ 4 .5
0t her5 min eralsd) ≠ 5 ,3 ～ 6.1 什 5
.8 ～ 6.2
N one ≠ 5.4 十什 5 .6
+ 4.5 ≠ 1.6 ≠ 2 .6
♯ 3.8 十 3.4 廿 5 .4
柵 5,6 ～ 6.2 ≠ 5.4 ～ 5.9 ≠ 6.2⊥ 6.7
冊 5.9 . ≠ 5.6 ≠ 6 .6
a) Gr o wth a nd spo rulatio nin e a ch min er al-deleted B S Mw e r examin ed.
a), C) Referto thefo otn otes of Table 2.
d) NaCl, CaCl2 , MnC12 , (N H.)2 S O4 a nd CoC12 .
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れ た が , 胞 子形成ほ 不 良で あ っ た (表3). 特に V PI 10463株 ,
K Z 1626株に お い て は胞子形成 は不 良 で あ り , 各 々 0 , 100▼ソ
ml の 胞 子形成が認め られ た に すぎな か っ た .
FeS O4 欠損 B S Mに おけ る O Dm & Xほ0.29～ 0.32 であ り B S M
の 約40～ 50% で あ っ た . しか しな が ら , 胞子 形成ほ 不 良で あ り
B S Mの 1 0
岬 111倍 (K Z 1 626扶)～ 1 0.2 2倍(K Z 1630株)に すぎな
か っ た .
他 の 5種煩の ミ ネ ラ ル に つ い て ほ胞子 形成お よ び 菌の 発育は
共 に B S Mと 同程度であ っ た . な お , い ずれの 培養に お い て も
培養 5日 目の pH は ほぼ等 しく7.1 ～ 7.3で あ っ た .
2) 必須ミ ネ ラ ル の 濃度
V PI l O463株を 用い 巨 胞子形成 に 必須 の MgCl2, FeSO4の 必要
濃度 に つ い て 検討 した .
前培養に は MgCl2凌) るい ほ FeS O. 濃度が 1m M の B S Mを
用 い た . MgC12, FeS O4の い ずれ の 場合 に も , 十分な 胞子 形成に
要す る量 と十分 な発育 に 必要な量 と ほ 等 し か っ た . 即 ち ,
MgCl2 の 場合 , 胞子形成 ･ 菌 の 発育は 共に 0.01mM 以上 の 時上
昇 し, 0･1mM の 時最高値 に達 した . FeS O. の 場合 , 胞子形成 ･
菌 の 発育は 共 に 0.0005m M 以上 の 時上 昇 し, 0.001m M の 時 最
高値 に 達 した (図2).
2 . 緩衝系 ミ ネ ラ ル
1) 胞子形成に必須 の ミ ネ ラ ル









Co nce ntrQ=o n of miner Ql(loglO m M)
Fig. 2. Relation ship betw e e n c o n c e ntratio n of MgCl2(A), Or
FeS O4 (B), a nd spor ulatio n in C . difficile V PI l O463
strain . 0, O Dm A X; ○, n u rnber of spor espr odu c ed.
辺
は ほ とん どみ られ な か っ た (O Dm ▲Xル 01～ 0.06). また , 胞 子形成
も認 められなか っ た(蓑4). 5 日間培養菌液の pH は7.4で あ っ
た .
K H2P O4欠損 BS M に お け る O Dm & Xは0 .15～ 0 .1 7で あ り ,
B S M(O D｡ 8 X ,0･73～ 0･84)の 約 1/5 であ っ た . しか しな が ら, 胞
子形成ほ 不 良 で あ り BS M の 10▼一▼5 (K Z 1748株)～ 1 0～4 4(V PI
lO463株) に すぎな か っ た . 5 日間培養菌液 の pH ほ7.1～ 7.4 で
あ っ た .
Na2H PO4 欠損 B S M に おける O D.n A Xほ0.75～ 0 .8 5で あ り ,
B S Mと比 べ 明 らか な差異 は認め られ なか っ た . 胞子形成は KZ
1630株 , K Z1748株 で ほ B S M と ほぼ等 しか っ た が ∴残 り 3株
で は B S Mの 約 1/100に すぎなか っ た . 5日 間培養菌液 の pH
は6.9～ 7.0で あ っ た .
NaH C O3 欠損 B S Mに お ける O Dm & Xは0 .7 2～ 0 . 8 5で あ り
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Co n c e ntrqtio nof
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Fig.3. Relatio n ship betw ee n c o n c e ntr atio n of K Cla nd
SpO r ulatio nin C. difficile V PI lO463str ain. 0, O Dm 且X;
◎. n u mber of spo re spr odu c ed.
Table 4. Effe ct of deletio n of min er al a s so ciated with buffe r syste m o n spor ulatio n
Gr owt ha)and n umber of spo res(log一｡/ml)in strains
Deleted min er al VPI lO 4 63 K Z 162 K Z 1647 K Z1630 K Z 1748
Gro wth Spor e Gro wth Spor e Growth Spore Gr o wth Spore Growth Spore






















+ 1.6 + 3.7
冊 4.8 廿 4.8
≠ 4.3 ≠ 4.5
≠ 4.7 ≠ 5.2
a), b.) Refer to the fo otn ote sof Table 2.
C･ 弟〃k 混 の 胞子 形成 と栄養素
1 630株 , K Z 1748株 で ほ BS M とほ ぼ等 しか っ た が , 残 り 3株
に つ い て ほ B S Mに 比 べ 明 ら か に 不 良 で あ っ た . 特 に V PI
l O463株 に おけ る胞 子 形成 は不 良で あ り , B S Mの 10~りこすぎな
か っ た . NaH C O3 欠損 B S Mに お い て ほ 他の ミ ネ ラ ル 欠損培地
の 場合と異 な り , 5 日間培養菌液の pH は極端に 低く - 5.8 ～
6.2で あ っ た .
2) K∴ P O4ト の 濃度と胞子形成
以上 の K H2P O4 ･ Na.2H P O4 欠損 B S M, K H2P O｡欠損 B S Mに お
け る成績 は胞子形成 ･ 菌の 発育 に は K+ , P O｡3¶が 必 須で ある可
能性を示 して い るの で , 先ず K CI を用 い K+ 濃度 に つ い て検討
した . 次 い で決定 された濃度の K Cl を含む 条件下 で P O43~を
種 々 の 濃度 に 添加す る こ と に よ り P O｡3,濃度 に つ い て 検 討 し
た . 本実験 に は V PI l O463株を 用 い た . K十 濃度 の 検討に ほ リ ン
酸緩衝系 と して NaH2P O.-Na2H P O｡系 を用 い K Clを種 々 の 濃度
に 添加す る系を用 い た .
菌の 発 育は K Cl濃度が 0.01m M 以上 の 時, 濃度依存性 に 増
加 し, 0.5m M の 時最高値に 達 した . 胞子数の 増加 は K Cl濃度
が 0.1m M から上昇 し, 菌の 発育の 場合 と同様 0.5m M の 時 , 最
高値に 達 した (因3).
次に , 上述 の 結果に 基づき K C1 1m M 添加 ･ K H2P 04 お よ び
Na2HP O. 非添加 BS Mに P O｡3~を 種 々 の 濃度に 添加す る こ と に
よ り P O4
3~濃度 に つ い て 検討 した . PO43~と して NaH2P O4お よ
び Na2H P 04 を 1 : 4の 割合に 添加 した .































Fig. 4. Relatio n ship betw ee n c on ce ntr atio n of P O.
3~ a nd
SPOr ulation in C. difficile VPI lO463strain . 0, O Dm & Ⅹ;
◎, n u mbe r of spor espr odu ced,
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存性に 上昇 し , 胞子数は 5m M の 時, 菌の 発 育は 1m M の 時最
高値に 達 した (園 4).
3) NaH C O3 濃度と胞子 形成
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NqH C O3(loglO m M)
Fig.5. Relatio n ship betw e e n c o n c e ntr atio n of NaH C O3 a nd
SPOr ulationin C. difficile V PI lO463str ain . 0, O D.n AX;
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Conc e ntr qtio nd NqCl(m M)
Fig.6. Relatio n ship betw e e n c o n c e ntr atio n of NaCl and
SpO rulatio nin C. difficile V PI l O463strain . 0, -O Dm . x;
◎, n u mber of spor espr odu c ed.
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培養繭液の pH の 観点か ら検討 した .
菌の 発育は NaH C O,濃度と かか わ りなく O Dm A ,0･73～ 0･78 で
あ っ た (図 5). 胞子形成は NaH C O｡ 濃度が 1 0m M で 上 昇 し,
40mM の 時 最高値 に 達 し た . 5 日間 培養菌液 の pH は
NaH C O3が 0～ lm M まで は6.0 であ っ た が , 1 0m M 以上 で は濃
度依存性 に 上 昇 し 40m M で は 6息 60m M で ほ7.0 を 示 した.
Ⅲ . NaClの菌 の発育 ･ 胞子形成抑制作用
まず V P1 10463株 を用 い て NaCl濃度と菌の 発育 ･ 胞 子形成
の 関係に つ い て検討 した .
菌の O Dm l Xほ NaCl濃度 の 増加と共に 減少 し, か つ O D爪 . Xに
達す るに ほ よ り長 い 培養時間を要 した . 菌 の 発育は NaCl濃度
が 100m M まで ほ培養3 4時間以内に O Dm . xに 達 し た が , 150,
200, 300m M に お い て は O D巾 . X は各 々 培養 2, 3 , 4 日 目に 得
られ た . ま た , 400m M の 時は菌 の 発育ほ認め られ な か っ た (図
6).
胞子形成ほ NaCl濃度が 60m M ま では 10
4･7/ml で あ っ た が
80 ～ 200m M に お い て ほ対数的に 減少 し, 300m M 濃度 に お い て
は胞子 は全く認め られ なか っ た .
以上 の 成績に基づ き, 他の 4株に つ い て 発育 ･ 胞子 形成抑制
NaCl濃度を求め た (表5).
4株全株共に V PI l O463株と 同様 , NaCl濃度 400m M の 時
菌の 発育 ･ 胞子 形成共に 全く認め られ なか っ た .
考 察
C. 斬〃正混 は 抗生物質関連偽膜性大腸炎 , 下痢症 の 原因菌
で あり本菌 の 産生す る 2種塀 の 毒素 , ト キ シ ソ A , トキ シ ソ B
が 主病原国子 と考え られ て い る
2}
.
こ れ ら C. dげ/icfgg 腸炎の 発
症機序に つ い ては 以下の 如く に 考え られ て い る
14)
. 抗生物質投
与 に よ り腸内細菌叢が乱 され た結果 , 有毒 C 諭枕柾 涼 が 増殖
し毒素を産生す る . まず , トキ シ ソ A が腸管上 皮細胞 に 働き ,
血管か らの 顆粒球 の 遁走を促 し, さ らに 化学伝達物質の 放出を
促進 し, 腸管上皮 の 損傷 , 出血 を伴 う液体の 分泌を充進 させ ,
下痢 を惹起 させ る . ト キ シ ソ B ほト キ シ ソ A に よ り損傷を受け
た部位か ら粘膜内に 侵入 し, 毒作用 を発揮する .
C. 動伊 加ゎ 腸炎の 感染様式に は 内因感染お よ び 外因感染が
考え られ て い る . 内因感染ほ 健康な ヒ トの 腸管内に 本菌が 正 常
細菌叢 と して 存在する こ と に 基づ い て い る . C. 斬〃k 混 分離
率は 国に よ り異な るが , Naka m u r aら
11)ほ 我国の 若年者 , 老年
者合計4 31名 の 糞便 に つ い て C. di〃ね混 の 分 離を 試 み4 9名
(11.4 %) か ら本菌 を分離 した . 外因感染ほ病院 に お け る集団発
生の 主感染経路と して 考え られ て お り. 種 々 の 疫学的研究 に よ
り支持さ れ て い る . Bu rdo n
1 5) は , ある特定の 外科病棟 で の C.
動作前 ね 腸炎95名中6 2名か ら同 一 の 抗生物質感受性 パ タ ー ン を
示す C‥ 茄〟fcfJg が分離 された が , 他 の 病棟 か ら分離 した35株
に つ い ては 2株の み が 先と 同 一 の 抗生物質感受性 パ タ ー ン を 示
した と報告 し た . W ust ら
柑) ほ 集 団発生 の 場合 , プ ラ ス ミ ド
D N Aの 電気泳動 パ タ ー ン , 可 溶性 タ ン パ ク の 電気泳動 パ タ ー
ン , 抗生物質感受性 パ タ ー ン 上 岡 - の 菌株が 分離 される こ とを
明 らか に した .




4)は C . difficile 腸炎患者が 入 院 して い る
病棟 に つ い て , 洗 面所 , 床 l ベ ッ ド , 浴 場等 に つ い て C.
弟〃正混 の 検索を 試み 数% ～ 数1 0%の 割 に 本菌を検出 した と述
べ て い る . こ の 場合 , C. 弟〃紘涼 は 嫌気性胞子形成菌である の
で , 大気下 で ほ栄養型細胞は速や か に 死滅す る が , 胞子の 形で
長期間生存 し, 感染源 と な る
4)
.
C. df〟fcfg` 腸 炎の 治 療 に ほ バ ン コ マ イ シ ソ , メ ト ロ ニ ダ
ゾ ー ル が 用い られ る が , こ れ ら薬剤の 投与中止後 しば しば再発
す る叩 . 再発の 頻度は25%に も及ぶ こ とが あ る
6)
. C. 斬〃正混 は
バ ン コ マ イ シ ソ , メ ト ロ ニ ダ ゾ
ー ル に 感受性で ある の で , こ れ
ら薬剤 に よ り栄養塾細胞 は死滅す るが 胞子が残 り , 薬剤 の 投与
中止に よ り胞子が発芽 ･ 増殖す る こ と に よ り再発す る と考 え ら
れて い る .
最近 , Ea miya ら1 8)は 本菌の 毒素産生 と胞子形成 と の 関連性
を検討 し, 本菌 の 毒素は 胞子形成時期 に 合成 され , 培地中に 放
出 され る こ とを 明 らか に した .
以上 に 述 べ た 如く , C . 丸竹 最ね 腸炎 に お い て 本菌 の 胞子 は
大きな役割を演 じてお り , 胞子 の 形成条件を明 らか に する こ と
ほ 本腸炎 の 発症機序の 解明に 重要な意義 を有す る . 沖野
8) は 胞
子形成 と ア ミ ノ 酸 に つ い て 検討 し, 胞 子形成 に は ト リ プ トフ ァ
ン
,
バ リ ン , シ ス テ イ ン , プ ロ リ ン , ロ イ シ ン , メ チ オ ニ ン が
必須 で ある こ と を 明 らか に した . 本研究で , 著者 ほ ビ タ ミ ン ,
ミ ネ ラ ル に つ い て 検討 した . 本研究で は 先ず各種 ビタ ミ ソ 欠損
B S Mを 用 い , C. dげJfcf∠g の 胞子形成に 必須 の ビタ ミ ン を 求め
た . 被験菌株 の 十分な胞子形成に 必須の ビタ ミ ン は 同時に 発育
に 必須の ビタ ミ ソ で あり , Ca-D-パ ン ト テ ン 酸 , ビ オチ ン , ビ リ
ドキ シ ソ が 胞子形成 ･ 発育 に 必 須 で あ っ た . Ca-D- パ ン ト テ ン
酸欠損 B S Mで ほ菌 の 発育ほ肉眼的に は認め られ な か っ た . し
か しなが ら , ビ オ チ ソ ある い ほ ビ リ ドキ シ ソ 欠損 B S Mに おい
て ほ , 菌 の 発育ほ B S Mの 1/3 ～ 1/5程度に 認め られた に も
か かわ らず , K Z 1647株 を除き ‥ 胞子形成は B S Mの 10▲2倍以
下に すぎなか っ た . こ の こ と は ビ オ チ ソ お よび ビ リ ドキ シ ソ は
胞子形成 に 特 に 必 須 で あ る こ と を 示 唆 して い る . C. 動〃k 混
の 合成培地 と して 種 々 報告され て い るが , Hasla m ら
9)の 培地に
Table 5. Influ e n c e of c o n c entr atio n of NaClo n spo r ulatio n of C. di9icile str ain s
Co n c e ntr atio n of
NaCl(m M)
Gr o wtha) and n u 皿be r of spo r es(logl ｡/ml)in str ain s
K Z 1626 K Z 1647 K Z 1 630 K Z 1748







































































a), b) Refer to thefo otnote s of Table 2.
C. dg〃拓混 の 胞子 形成 と栄養素
は ビ タ ミ ン と して上 記 3種類に 加 う る に チ ア ミ ソ , ニ コ チ ン ア
ミ ド, リ ボ フ ラ ビ ン ン , p-ア ミ ノ 安息香酸 , 葉酸 , B-2が 含ま れ
て い る . ま たHubert ら
19)の 培地 で ほCa-D ㌧ パ∴/ ト テ ン 酸 , ビ オ
チ ソ , ビリ ドキ シ ソ の み が , Sed do n ら
20) の 培地に は ニ コ チ ン
酸 , リボ フ ラ ビ ン の み が 含まれ て い る . こ れ らの い ずれ の 培地
に つ い て も実験的 に 必須 ビ タ ミ ン を 検索 した もの で はな く , 他
の 菌種に 用い た紅成 をそ の ま ま用 い て い る に すぎず, 本研究に
よ り初め て C. 斬〃ね 涼 の 胞 子形成 ･ 発育 に 必 須な ビ タ ミ ン は
上 記 3種類である こ とが 分か っ た . また , Ca-D- パ ン ト テ ン 酸,
ビオ チ ン , ビ リ ドキ シ ソ 各 々 1,000〃g/l, 0.5〟g/1, l恥g/1の 時 ,
胞子形成
一
･ 発育ほ最高値に 達 した .
こ れ らの ビ タ ミ ン は C. dげJJc∫gg の 胞子形成 ･ 発育に 必 須で
あ っ た が , 胞 子形成 に 要する量は発育に 要す る量に 比 べ 幾分大
量を要 した . これ は胞子形成は菌 の 発育後 に 起 こ る 現象 であ
り , よ り高次の 多数 の 生合成過程を要す るた め と 思われ る .
C わ∫汁£d∫祝 m ♪βr/rf乃gg乃∫(C. ♪erJrf乃ge 乃∫)の 場合十分な発育
に 必須の ど タ ミ ン (至適濃度)は Ca-D-パ ン ト テ ン 酸(300FLg/l),
ビオ チ ン (0.3〟g/1), ビ リ ドキ サ ミ ソ (1 00〟g/1), リ ボ フ ラ ビ ン
(100〟g/1), ある い は Ca-Dけパ ン ト テ ン 酸 (200鵬/1), ビ オ チ ン
(0.04/唱/l), ビ リ ド キ シ ソ (80恥g/1)21)､ 23)で あ る . ま た ,
C ね∫汁fdJれm あof㍑J∫乃れm (C. わ 紬 加 祝m) の 発育に 必須 の ビ タ ミ
ン は ビオ チ ン , ビ リ ドキサ ミ ソ , p-ア ミ ノ 安息香酸, ニ コ チ ン
酸 , チ ア ミ ソ 24)で ある . C. タg rJrど乃g卯 札 C ㌧動〃た最 は共 に ヒ ト
の 腸内の 正常細菌叢を形成する菌種 で あり , 両 菌種共に 同 じ,
少数の ビ タ ミ ン 煩 が必須 で ある こ と が示 唆 され た . しか しな が
ら , そ の 必 要量 は幾分異な り, C. dげ葎g∠e は C. ♪♂rノ
ー
rよ乃ge 乃∫
に 比 べ よ り大量 の Ca-D-パ ン ト テ ン 酸お よ び よ り少量の ビ リ ド
キ シ ソ を 要す る こ とが 示 され た .
次に 各種 ミ ネ ラ ル 欠損 B SM を用い , C. dげJ∫cよgg の 胞子 形成
に 必須の ミ ネ ラ ル を 求め た . 先ず 非緩衝系 ミ ネ ラ ル の NaCl,
CaCl2,(N H.)2S O4, FeS O4, CoC12に つ い て 検討 した . ビ タ ミ ン の
場合と 同様, 被験菌株 の 十分な胞子形成 に 必 須の ミ ネ ラ ル は 同
時に 発育に 必 須 の ミ ネ ラ ル で あり , MgCl2お よ び FeS O4が 胞子
形成 ･ 発育に 必 須 で あ っ た . Cl~, S O42¶は他の ミ ネ ラ ル に も 含
まれ て い る の で Mg
2
∴ Fe
2十 が 必 須 で あ る と 考 え ら れ た .
FeS O｡ 欠損培地 に お い て も胞子形成 ･ 菌 の 発育は か な り良好で
あ っ た が , これ ほ Fe2
+
の 必要量は 少なく , か つ Fe2+ ほ 混雑物
と して 少量で ほ あるが 各種ア ミ ノ 酸 , ミ ネ ラ ル , 特に リ ン 酸化
合物(使用した Na2H P O4,K H2P O｡ 中の Fe2十 含有 量 : Na2H P O4,
0･002 %; K H2P O山 0.001 %) に 含 まれ て い る こ と に 起 因す ると 思
わ れ る . 非緩衝系 ミ ネ ラ ル と して ほ Hasla m ら9) の 合成培地 に
ほ NaCl, CaC12, MgCl2, MnC12.(N H4)2S 04, FeS O4, CoC12が 含ま
れ て い る . ま た , Hubert ら
19)の 培 地 に は MgS O4, MnS O.,
ZnS O., FeSO.Sed don ら
20)の 培地に ほ MgS O4, NaCl, FeS O｡が
含 まれ て い る . 先 に 述 べ た 如く , こ れ ら の 培地に 関 してほ 他の
菌種に 用 い られ た 組成を そ の ま ま用 い て い るに すぎな い . 以上
を 考え る と , 本研究 で明 らか に した 如く , Mg2十 , Fe2+ が 胞子形
成 ･ 発育に 必 須 の ミ ネ ラ ル と考 え られ る . MgCl2, FeS O4, の 胞
子形成 ･ 発育 に 必 要 な 量 ほ ほ ぼ 等 しく ▲ 各 々 0.1m M, 0.001
m M であ っ た .
緩衝系 ミ ネ ラ ル の Na2H P O., K H2PO.を 共 に 欠損 した B S Mに
お い て は , 胞子 形成 ･ 菌 の 発 育共 に ほ と ん ど 認 め ら れ ず ,
KH2P O. 欠損 B S Mに お い ても胞子形成 ･ 発 育は極め て 不 良で
あ っ た . 一 方 , Na.2H P O4 欠損 B S Mに お い て は 胞子形成 ･ 菌の
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発育はか な り良好 で あ っ た . 上 述 の 所見 , お よ び B S Mに おけ
る Na2H P O4, K H2P O.濃度は 各々 35m M, 6.6m M で ある こ と を
考え あわ せ る と K十 およ び P O43】が 必 須で ある と 考え られ た .
まず緩衝系と して Na2H P O｡-K H2P O4 の 代わ りに Na2H P O.-Na,
H2P O4 を用 い , 各種濃度に K Cl を添加 した結果 , K Cl濃度の 増
加と共に 胞子 形成 ･ 菌の 発育ほ増加 し , 0.5m M 濃度 の 吼 最高
値に 達 した . これ らの 結果は K+ が 必須 である こ とを 示 して い
る ･ 次に B S Mに あ らか じ め K Clを 1m M 濃度 に 添加 し,
Na2H P O4-NaH2P O4,(濃度比, 1:4) を増量 した結果 , こ れ らの 濃
度依存性に 胞子形成 ･ 薗の 発育 は増加 し 5m M の 時ユ 最高値 に
達 した . 即 ち P O｡3~が C. 斬〃k 混 の 胞 子形成 ･ 発育に 必須 で
ある こ とが 示 され た .
NaH C O3欠損 B S Mに お い て は 菌の 発育は 良好 で あ っ たが .
胞子 形成ほ 不 良で あ っ た . NaH C O3 欠損 B S Mに おい てほ , 植
菌時の pH は7.7で あっ た が , 培養 5 日後 に は6. 0 まで 低下 し
た . 通常培地 pH が低下す ると 胞 子 形成 は不 良と な る の で ,
NaH C O3 欠損 B S Mに お ける胞子 形成の 低下ほ 培養中の pH の
低下と 考え られ た . 事実 , NaH C O｡ 濃度を 増加 した 時, 培養液
の pH は 上昇 し , NaH C O3 濃度 40m M 以上 の 時 , 培養 液 の
PH は6.8以上 を示 し, 同時に 胞子 数も最高値に 達 した .
以上 を総括すると C. 斬〃k 混 の 胞子形成 ･ 発育に 必 須の ミ
ネ ラ ル は本実験条件下でほ MgCl2, FeS O., Na2H P O4-K H2P O4緩
衝系 で あり , Mg2+ , Fe2 † , K+ , P O4ト が重安 で ある と思わ れ た .
こ れ らの 中で Mg2' , Fe2 十, K+ 欠損 B SM に お い て は , 菌の 発育
は 各 々 B S Mの 1/3 ～ 1/4 , 1/2 , 1/5程度に 認め られ た
に もか かわ らず, 胞子形成は 概ね 各 々 B S Mの 10■4 倍 以 下 ,
1 0~l 倍以下 , 10¶3 倍以下 に すぎなか っ た . こ の こと ほ これ らの
塩煩は胞子形成に , 特に 必 須で ある こ と を示 唆 してい る . 胞子
形成に 特異的に 作用 する元 素に つ い て は & 打 沼 那 属菌種 に つ








M n2 + が重要で ある
と報告され て い る
25ト 28)








3~で あ り2 1ト 23), そ の 至 適濃度 に 閲 し , Fu chs ら22, ほ Mg2+




0.1 ～ 50m M, P O4
3q■0.05～ 125m M と
報 告 し , M ur ata ら
29)30,は Mg







10m M , P O｡
3▲､10～ 30m M と報告 し て い る . 即 ち
C. ♪e r/r れge れ∫ と C . 斬〃正混 は 質的に も量的に も極め て 類似
した ミ ネ ラ ル 要求性を有す る こ と が示 され た ,
NaCl は一 般に 細菌に 対 し発育抑制作用31せ 示 し, 食 品か らの
感染の 観点か ら, 耐塩性 が しば し ば 問題 と され る . C 払出 正新一
祝m 属 の 中で は C. 玩勅諭九附乃 に つ い て そ の 耐塩性が詳細に 検討
され て お り , 発育抑制 NaCl濃度ほ 2 ～ 6%で ある32). 本研究で
示 し た 様 に , C. 弟〟先 払7 に お け る 発育抑制 NaCl濃度は
400m M(2.3 %) で あ り, C. botulinu m C 型菌と ほ ぼ 同 じで あ っ
た . ま た , NaCl濃度が 1 00m M 以上 の 時 , 菌 の 発育の 減少に 比
べ
, より顕著に 胞子形成が減少 した . こ の こ と は 食品の NaCl
処理は C 烏坊 掠 混 に よ る食品の 汚染予防に は極め て 有効で あ
る こ とを示 酸 して い る .
結 論
C. df〃 た〟e の 胞子形成に 必須 の ビ タ ミ ソ , ミ ネ ラ ル を 5菌
株を用い て合成培地に て 検討 し, 更に NaClの 発育抑制作用 に
つ い て 検討 し, 次の 結果を得 た .
1 . C. d∫〃ね混 の 胞子形成 に 必須の ビタ ミ ソ ほ 5株全株に
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お い て , Ca-D リ ベ ソ ト テ ン 酸 , ビオ チ ソ , ビ リ ドキ シ ソ で あ っ
た . ま た , こ れ らは 菌の 発育に も必 須 の ビ タ ミ ソ で ある こ とが
分 っ た .
2 . こ れ らの ビ タ ミ ソ の い ずれ に 関し て も , 菌 (V PI lO463
株) の 十分な胞子形成 に 要す る量と十分な発育に 必 要 な 量 ほ 等
しく , Cむ D- パ シ ト テ ン 酸 , ビ オ チ ソ , ビ リ ドキ シ ソ , 各 々
1,000〃g/1, 0.5〟g/1, 1仙g/1 の 時, 胞子形成 ･ 発育は 最高値に 達
した .






3~で あ っ た . ま た , こ れ らほ 菌の 発育に も必須 の
ミ ネ ラ ル で あ っ た .
4 . こ れ らの ミ ネ ラ ル い ず れ に 関 して も , 菌 (V PI 10463
株) の 十分な胞子形成に 要す る量と十分な発育に 必 要 な 量は ほ





3一各 々 0.1m M, 0.001m M,
0.5mM , 5m M の 時 卜 胞子形成 ･ 発育は最高値に 達 した .
5 . NaHCO3 ほ培地 pH の 低下 を 防 ぐ た め に 必 要 で あ り ,
40皿 M 以上 の 時 , 培養菌液の pH ほ6.8以上 を示 し, 胞 子形成 は
最高値に 達 した .
6 . 被験 5菌株共に NaCl濃度が 400m M の 時, 胞 子形成 ･
菌 の 発育は共 に 認め られ なか っ た .
以上 の 結果 ほ , 腸 内細菌叢 と して 存在す る C. df〃fcf′♂ は ,
そ の 胞子形成 ･ 発育 に , 同 じ腸内細菌叢 と して 存 在す る C.
♪grJriれgg 那 と ほ ぼ同 じ種類 の ビ タ ミ ン , ミ ネ ラ ル を 必 要 と す
る こ とを 示 して い る . また , 本菌 の 食塩耐性は比較的弱い こ と
を示 して い る.
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A bstra ct
V ita mins a nd min erals essential for the sporulation of Clostridiu m d僻 cile(C. d肺 cile), Which is the c a use of
PSe udomembr an O uS C Olitis andso m e c ases of an tibiotic- aS S O Ciated diarrhe a, Were eXamined using 5 strain sin a synthetic
m edium ･ By uslnga desired vit amin-de缶cient m ediu m,itw as re v ealed that, fo r s uffic entsporulatio nandgrowthto occur,
Ca- D -PantOthenate, biotin and pyrido裏n e w ere esse ntialin allstrainstested･ It w a s also suggested that a m o ngthese3
V it amins, biotin andpyri doxine are partic ularly required fbrthe spo ru1adonin C. d郷cile. W hen the relation ship betw e en
SPO ru1atio n and the c on centratio n of Ca- D -Pan t Othe n ate, biotin or pyri doxine wa s exa min ed, bothsporulation a nd grow th
re a ched the m axim um atthe c o nc entration of l,0 00FLgnOf Ca- D -pa n t Othena te, 0.5iLgn Of biotin or lOiLgn Ofpyridoxine.













and K' mightbe partic ular1y requiredfor the sporu1adonin C. d郷cile. Whenthe r eladonshipbetw ee n spo ru1atio n and the










w a s ex amined, bothspo ru1adon andgr o w threached the m axim じm athe c once ntra-
tionofO･1 m M of Mg
2 '
,0･001 m M ofFe
2'
,0.5 m M of K
+
or5 m M ofPO.
3-
. In NaHC O
,
-deBcient m ediu m, al tho ughbacteri-
al
.
gr o wthwasluxuriant, the spo ru1ation w aspoorwi th the signi nc an tdecreasesofpH(pH valu es, 5.9-6.2)ofthe bacterial
Cultures･indic atlng thatNaHC O3 W aS e S S emialtoprev entthe decre a s eofpH duringlnCubadon ･ W hen血e c once ntra tio n of
NaHCO3 W aS40 m M or m ore, PH of bacterialcultures w as abo ve6･8 and s uffic e nt spo ru1atio n was obtained･ Neither
SPO ru1atio n n org ow thoc urred inallstrains tested at the c onc e ntration of 400m M of NaCl･ m e S e五ndingsindicate that,
fo r spo ru1ation andgrowth, C･ d柳cile, Whichisa member of theinte stinal bacterial flora, requiresthe sa m ekindofvitamins
and m inerals asClostridium pe伊ingens, Which is also a m e mber oftheinte stin al bacterial nora, a ndthatNaClresista nce of
C･ d郷cile w a s r elatively w e ak am O ngClostridialspeCies.
